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RADYOIMMONDENEY ILE INSOLIN MIKTAR BELIRTIMINDE
KAGIT "KROMATOGRAFI METODU

Dr. Kemal Uzkan(x)

OZET

Antiinsiilin ve insiilin baglanmasiyla meydana gelen
antikor-antijen kompleksinden radyoimmiinolojik deneylerle
faydalanilarak kanda insililin seviyesi tayini metotlarinda
serbest ve bagli insiilin fraksiyonlarinin separasyonu son
derece.6nemli bir konudur. Bu separasyon i¢in zaman alici,
kompleks ve masrafli metotlar ileri silirilmiigtiir. Bizim bu
¢aligmamizda olduk¢a kolay yapilabilen ve ufak bir kdgit
seritle yiikselen kromatografi teknigi uygulayarak bahis ko-
nusu separasyonun mimkin oldugu gdsterilmigtir. Ayrica bu
metotla alti kigide adiz ve damar ig¢i yollariyla yapilan
gliikoz yiikleme testleri esnasinda kanda insiilin seviyesinin,
agiz yoluyla verilenlerde daha belirgin tarzda ylikseldigi

de saptanmistir.

SUMMARY

Separation of free from antibody-bound hormon is a
major step in the radioimmunoassay method for the measurement
of serum insulin level. Most of the methods require elabora-
te and expensive apparatus, and are very time-consuming. In
this paper a simple modification of the chromatographic im-
muno-assay of insulin is described, using small,dry, verti-

cal chromatographic paper wicks placed directly in the reac-

(k) Bursa Tip Fakiiltesi Biyokimya Kiirsii Bagkani

B



Bursa Tip Fakiiltesi Dergisi
Say1 2. Yil 2.1975

tion mixture. Insulin secretion during the glucose tole-
rance 1s estimated on six different persons (seven sera
during oral glucose tolerance test and seven sera during in-
travenous glucose tolerance test in every éases). The results
are showing more insulin secretion in oral tests than intra-
venous ones. The rise in blood insulin levels following i.v.

glucose is smaller than that found after oral administration

Antiinsiilin antikoruyla insiilin ve radyoaktif insiilin
birlegmesi reaksiyonunu temel olarak alan insiilin miktar

belirtimi metotlari g¢ok gesitli modifikasyonlarla yayinlan-
(1,2,3,4,5,6)
miglardir .

CZ)

Bunlarin hemen hemen tiimi Yalow ve
Berson tarafindan ortaya atilan prensibe dayanmaktadir-

lar: Radyoaktif (1251 ile igaretli) insiilin (1n®) ve antiin-
siilin (A) antikorunun birlegme reaksiyonu, ortamdaki radyo-

aktif olmayan insiilin (In) tarafindan inhibisyona ugratilir.
Her iki tiir insiilin, antikor molekiiliinliin ayni b&lgesine (ak-
tif bdlge,birlegme bdlgesi, binding site) baglandiklari igin

bu inhibisyon tarzi yarismalidir (Compe.titive).

t¢cinde In, In* ve A bulunan bir radyoimmiindeney sis-

teminde, denge durumunda reaksiyon denklemi,

—_
In+ A——InA

e =

geklinde gdsterilebilir. Serum ya da standart ¢dzeltilerden
gelerek reaksiyon ortamina katilan ve radyoaktif olmayan in-
siilin molekiilleri, antikorun bir kismini bagliyacagl ig¢in
igaretli insiilin-antikor kompleksi kansantrasyonunun azalma -
sina neden olurlar. Bagka deyigle,isaretli insiilin ve anti-

kor konsantrasyonlari belli ve sabit bir ortamda,igaretsiz
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insiilin konsantrasyonu arttikga, bagli radyoaktif insiilin
ylizdesi azalir. Deneysel olarak elde edilen bulgulara gdre

bu azalmanin grafigi kuramsal olarak listel (exponential) bir

(8)

fonksiyona, hiperbol egrisine y = A.e * denklemine uymak-—
y ym

tadir (Sekil 1, Sekil 4). y eksenine —-g— veya '"baglanma
yiizdesi" x eksenine ''serbest/total insiilin" yazilarak

s
B FE U =N Yot
< = Ae ve bundan matematik iglemle ve 1inkiibas-

yon kaybi D degerlerini de dikkate alarak

5By 1 2

S = —(-T—_ﬁ)—(-g-:g) bulunur .

Serbest radyoaktif insiilin S =.Kdre gdre diizeltilmig "s"

)]
1]

o
\

Bagll " " B = n " n llbll

s +b="Tucal " it D = Inkiibasyon kaybi

3 y= A y=e

SEKIL : 1

Bu g¢aligmamizda —g— degerleri, konsantrasyonu bel-
1i (standart olan ve olmayan (serum) insiilinli ortamlarda he-
saplandiktan sonra konsantrasyonun bir gostergesi olarak
kullanilacaktir. Amacimiz metot geligtirilmesidir. Ancak,
kullanilan serumlar, agiz ve damar yollariyla ayri ayri

gliikoz yiikleme testleri yapilan hastalardan elde edilmigtir.
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Bu nedenle gliikozun iki ayri verilis yolunun insiilin seviye-

sine etkisi konusuna da kisaca deginilecektir.
MATERYEL VE METOT
Materyeal.:

Dispebjerg Hospital (Kopenhag-Danimarka) kilinik bi-
yokimya laboratuarinda, laboratuarin arag ve gereglerinden
yararlanilarak yapilan bu g¢aligmada, 6nce intravendz daha
sonra oral yolla yapilan gliikoz yiikleme testleri esnasinda
alti hastadan toplam olarak alinan 84 kan niimunesi kullanil-
migtir.

- Standart insiilin ¢dzeltisi (10 miliinite/ml.): Insii-
lin (Human monocomponent Insiilin-NOVO) stok g¢dzeltisinden
(100 mU/ml.) Z 0,9 gr. NaCl ve Z 7 gr. albiiminli fosfat tanm-
ponu (pH: 8,00 0,04 M.) ile 1/10 seyreltilerek hazirlandi.

- Radyoaktif insiilin ¢6zeltisi (spesifik aktivite:
50-100 mCi/mg.) Insiilin (NOVO), radyoaktif iyot (NaleI,
Hoechst) ile kloramin ok'sidasyonu metoduyla(g) igaretlendi.
Bunun i¢in Hamilton mikroenjektdr pipetleri ve ufak deney
tiipli kullanilarak olduk¢a az hacimli ortamda galigildi.
N3125I (1-3 m Ci), fosfat tamponu (pH: 8,0 0,4 M), insiilin
(2-20 pg) ve chloramine T (B.D.H.) c¢bzeltilerinin (her iki-
si de pH: 8,00 0,04 M fosfat tamponu i¢inde) herbirinden
10 Fl‘ alinarak deney tiipline sirayla konup karigtirildai.
Oksidasyon igin 40-50 saniyelik bekleyigten sonra 100 ul.
sodyum metabisiilfit (100 Fg Na28205 fosfat tamponlu ¢dzelti)
konarak oksidasyon reaksiyonuna son verildi. Radyoaktifleg-
mig insiilin, reaksiyona girmeyen radyoaktif iyodiir fazlasin-

dan jel filtrasyomla ayrildi (10 x1 cm. -sephadex G-50 kolonu,

-12-



Bursa Tip Fakiiltesi Dergisi
Say1 2. Yil 2.1975

%Z 0,2 gr. albumin igeren fosfat tampon ¢dzeltisi pH: 8,0
0,04 M ile eliisyon yapildi). 10 ml. 1lik fraksiyon -20°C
de saklandi. Kullanilacai zaman, gene ayni tarzda fosfat

tamponuyla 60 ml. hacme kadar seyreltildi.

- Antiinsiilin antikor ¢&zeltisi: Insan insiilinine kar-
s1 kobaylan elde edilen antikor (anti-insiilin serum dried,
Wellcome Reagents Limited-England) kullanilarak albiiminli
fosfat tamponuyla (Z 0,2 gr. albumin, pH: 8,0 , 0,04 ¥,

0,6 m.M. thiomersal) seyreltildi. Antikor titrasyonuyla
yaklagik Z 50-70 kadar baglanma g&steren diliisyonun 1/88000
oldugu bulundu. Buna gore galisma esnasinda fosfat tamponuy-

la gereken (32 ml.) seyreltme yapildi.

Me £t o £ 2

Inkiibasyon: Once, Tablo: 1 de gbsterildigi gibi insii-
lin standartlari hazirlandi. Hazirlanmig olan bu tiiplerdeki
degisik konsantrasyonlar gdsteren onar mililitrelik insiilin ¢&6-
zeltilerinden Tablo: 2 de.gdsterilen "St" tiiplerine 75 er

mikrolitrelik aktarmalar yapildai:

Standart egri grafiginin ¢izimi igin yapilan bu iglem
her "St" tiipli i¢gin altigar kere tekrarlanarak standart sap-
malar hesaplandi. Bu yontemle metodun isabet derecesi (pre-
cision) aragtirildi (Tablo 3, Sekil: 4). Herbir standart
(St) ve serum numunesi (N), bunlarin inkiibasyon kaybi '"da-
mage" (DS ve DN) ve k8r deney "background" (K) igin liger
( triplicate) olmak iizere Tablo: 2 deki galigma gemasina
gére ufak deney tiipleri (9 x 50 mm) iginde galigilarak 4°¢
de 20 saat inkiibasyon igin bekletildi.
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Tablo: 1

KISty fSt?_ Sty [ St, i St II St6j
Standart insiilin ¢6- | _ ‘ [ |
zeltisi (10 mU/ml.) i | B gl 200 fizedipl

ik ! L

Albliminli tuzl i
e tamponu‘ix) 10 19,09 !9,07 9,04 (9,90 (9,80 i 9,50ml
tnstilin kon- |pu/ml| 0 |10 | 30 | 60 | 100 | 200! 500
et o Lala v g6 seg |207 414 | 690 |1380 J3450

(x) Z 7 gr. albimin %Z 0,9 gr. NaCl igeren fosfat tamponu
pH: 8,0 0,04 M

(xx) Insiilin, Mw = 5804 ve 1 U = 0,04167 mg. alinarak hesap-
lanmigtir (10).

Tablo: 2

DS St N Dn [

Standart ¢dzelti 75 75 pllio= - \
Kan serumu niimunesi : = = 75 75 Pl \
Albuminli fosfat Lanponu(x) 100 - - |100 pl H
Radyoaktif insiilin ¢dzeltisi |100 100 | 100 (100 pl 1
Antiinsiilin ¢bzeltisi L 100 | 100 p} - E
i

b

(x) Inkiibasyondan dnce ve inkiibasyon esnasinda ortama
giren fosfat tamponuna katilan albumin (HSA) hem radyo-
aktif olan, hem de olmayan hormonun tiip cidarlarina
yapisip kalmasini onler (11).
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Separasyon: Inkiibasyona konan her tiipe karsilik birer
tane dibi yuvarlak deney tiipii (25 x 100 mm) ve bunlarin igi-
ne girebilecek boyda kesilmig ve alt ucu sivriltilmis Whatman
3 MM k3git geritleri (20 x 120 mm) hazirlandi (Sekil: 2). Kro-
matografik separasyon esnasinda 1slaklik sonucu kivrilma ve
bliklilmeyi 6nlemek ig¢in bu k3git geritler uzunlamasina orta-
dan katlandilar (Sekil: 2). Kromatografi tiiplerinin dip
kisimlarina kendi kargiliklari olan inkiibasyon tiiplerinden
alinan karigimlardan 75 er pl kondu. Bu iglemler igin Ha-
‘milton mikroenjektdrleri ve Lang-Lewi konstriksiyon pipet-
leri kullanildi. Sivi damlasina sivri ucu temas edecek tarz-
da k3git geritler yerlestirildi. 75 pl. siva yaklagik olarak
3 dakika iginde kagit boyunca 25 mm. kadar yiikseldi. Sivinin
tamami kagida absorplandiktan sonra tiiplerin dip kismina
AOO'PI Z 0,2 gr. albiiminli tampon ¢bzeltisi kondu. Tiipteki
sivinin kaybolmasindan sonra bir kere daha albiiminli tampon
koyma iglemi tekrarlande. Kor deney ig¢in bog k3git gerit
kullanildi. Kromatografi tiipleri iglerindeki kagit geritler-—
le birlikte etiive konarak 120°C de iyice kurutulduktan sonra
gseritler tam ortalarindan enlemesine kesilerek iist ve alt
yarilari ayri ayr1l gama sintilasyon sayag aletinin o6zel tiip-
lerine yerlegtirildiler. Alt yarim kisimda serbest, ilist ya-
rim kisimda ise bagli radyoaktif insiilin bulunmaktadir. Sin-
tilasyon sayisinda her tiip ic¢in iki dakika olmak iizere rad-
yoaktivite &lgililerek (gamma scintillation Counter, Baird
Atomic, fso/matic, Model 707, Well sample charger) kaydedil-
di (Baird Atomic Model 620 Printer). Her 8lgii serisinde bog

kigitla yapilan kor deney (background) Olclimleri de yapildi.
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(Her bir standart veya serum igin iiglii "triplicate" de-
ney yapildigina gdre kagit geritlerin ortadan kesilmesiyle
her bir serum veya standart ig¢in altigar adet sintilasyon

O6lciimli yapilmis olmaktadar).

T

L—3Cam tip

—dXagit perit

SEKIL :2

Hesaplama:

(b) (s)

Standart ve nilimunelerde bagli ve serbest radyo-
aktiviteleri &lgiildiikten sonra bu deferlerden kor deney
"background" (k) degeri gikarilarak diizeltilmig radyoaktivi-
te degerleri, sirayla B ve S bulundu. Ayrica standart seri-
si ve her hasta serisi ig¢in konan inkiibasyon kaybi, (D) tiip-
lerinin radyoaktiviteleri kaydedildi. Ugli deneylerin orta-
lamalarini alan ve —%— enlss 1D ss+b formiiliine gore
programlanan masa bilgisayari (table computer, Diehl Combitron
S 10/10 progfamme) ile herbir serum ve standart igin ayri

ayri bagli/serbest oran degerleri hesaplandi (Sekil: 3).
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st.D 2
Back - 342,
1339.
1548.

0
1289,
1635.

0
1391.
1463

Opl/ml. o.

1515.

1368.

1561.
1412

1518.
1310.

. 9440

0000
0000
0000

.5207

0000
0000

+2523

0000

.0000
0.

4880
5203

0000
0000

.4350

0000
0000

.4360

00n0
0000

0.4190

10pU/mt.

1585.
974.

1494,
1102.
1524,
1055

4300

0000
0000

.2978

0000
0000
0000
0000

0.3394

3opUml. o

1603.
870.

1451.
178

1626.
854.

60ul/me. O

3330

0000
0000

.2534

0000
0000

.2398

0000
0000

AL

2453

1605,
7215

1744,
709.

19892+
784.

foopl/md. 0.

1891
639

1698.
650.

1866.
620.

0
200ul/ed. ©.

1944,
573.

2056.
524,

1874.
55

:ﬁn@#694qt§;

Sekil: 3

i

0000
0000

1853

0000
0000

.1605

0000
0000

.1883

1780

.0000
.0000
g 1 1 172

0000
0000

.1368

0000
0000

L1042

1174

0000
0000

.0743

0000
0000

.0450

0000
0000
0482
0558
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Tablo 1 de gdsterilen standartlara kargilik olan B/S
degerleri ordinata, insiilin konsantrasyonlari ise apsise
isaretlenerek milimetrik kagitta standart egri grafigi (ca-
libration curve) ¢izildi (Sekil: 4). Bu egri yardimiyla se-

rum niimunelerindeki insulin konsantrasyonlari bulundu.

0,70

B/S oram

0,50

0,40

Radyoaktif insilin

040 1\
'S

4

10 30 60 100 200 300 400 500
Radyoaktif olmayan insilin kensantrasyonu lpU/ml)
Standart Egri Grafigi

SEKIL: 4

Intraventz ve oral (sirayla 0,33 gr/kg. ve 50 gr. glii-
koz ile) yapilan yiikleme siiresinde hastalarda saptanan insii-
lin salgilama durumlari grafikler halinde gisterildi (Sekil:
5,047) .
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BULGULAR VE TARTISMA

Metodun isabet derecesini (precision) saptamak igin
yapilan miikerrer deney sonuglari Tablo: 3 tedir. Bu deger—
lerin grafik olarak karsiligi standart efri grafiginde gds—
terilmigtir (Sekil: 4). Her bir standart insiilin konsantras-
yon i¢in yapilan tekrarlamali altisar deney ig¢in hesaplanan
standart sapma ve varyasyon katsayisi yiliksek insiilin deger-
lerinde varyasyonun artifini ortaya koymaktadir. Basgka de-

yigle isabet derecesi (precision) azalmaktadir.

Tablo: 3
Insiilin konsantras- i
yonu (pU/ml) 0 10 ! 30 60 100 200 500
B/S (ortalama : B
deger) (N = 6) 052 0,43 0,33 0,25 0,18, 0,12]| 0,06
Sta“‘(igr: kg 0,021 | 0,028 0,014 0,033 0,031| 0,022 0,010
Varyasyon katsa- ! I
y1s1 (coeficient 4,05 6,50, 4,25 13,20| 17,20| 18,25/ 16,60
of variation) |

I

Hasta serumlariyla yapilan deﬁéy sonuglari Tablo: 4
te ve bunlarin grafikleri de Sekil: 5,6,7 de goriilmektedir.
Bu grafiklerin incelenmesi genellikle agizdan (p.o) yapilan
glikoz yiliklemelerinde insiilin salgilamasinin belirgin bigim-

de damar icine(i.v.) gbre daha fazla oldufunu anlatmaktadir.

Bu artig grafiklerde genellikle 40-90 dakikalar ara-
sinda bulunan maksimum degerlerde agikga gdriilmektedir. De-
ney siiresince salgilanan insiilinin kanda ortalama konsantras-

yonlari arasinda bu iki yolla bulunan farklarin istatistik

o



Tablo: 4
Kanalma

Hasta Adi zamani -

1 reds i M 10 10 30 60 90 120 150
A.Kastoft p.o. 9 22 19 37 5 13 12 pU/ml
(Sekil: 6-III) |i.v. 11 10,5 14 9,5 10,5 yisi ) il =
L.Borring piod 16 21 25 40 50 47 2
(Sekil: 6-1IV) i 17 25 27 28 25 35 15
A.Kofod Pt 9 31 34 59 35 36 285
(Sekil: 5-1 1.V, 9 10 22 19 19 12 15
C.Thomsen p-o. 17 65 72 85 55 27 A5t
(Sekil: 5-1I) 1T%s 16 32 35 40 22 19 e
B.Jensen pP.0. 10 40 66 54 25 30 2208
(Sekil: 7-v) | 1.v. 6 10 . 11 10 9 9 g
A.Wramstrup Dok 15 23 31 14 58 10 20wt
(Sekil: 7-VI) i.v. 9 10 19 19 20 19 R

GLE1'E 11X °C 14es

181818 18991NYe 4 dif, Bsang
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bakimindan anlamlari (significance) varyans analizi metodu

ve F testi(12’13’14)

ile arastirildi (Tablo: 5 ve 6). GG&-
riildiigii {izere I,II ve V ile igaretli gahislarda (Sekil: 5
ve 7) agiz yoluyla gliikoz verilmesinde insﬁ{}n seviyesi an-—
lamli derecede artmaktadir. Otekilerde ise maksimum deger-—
deki belirgin artiga karsin,ortalama artig istatistik baki-
mindan dnemsizdir. Glukozun agiz ya da damar yoluyla veril-
mesiyle insiilin cevabinin farkli oluguna ilk dikkati ceken-

(7

ler Yalow ve Berson'dur

Tablo: 6
eney No. F(x) degeri| Anlam
I 18,90 Anlamla
TT 7,60 Anlamli
LT T 2,34 Anlamsiz
IV 4,31 Anlamsiz
\Y 17,90 Anlamla
VI 1, 76 Anlam51zl
FO,OS = 4,96 ( 1 ve 10 serbestlik derecesi)

(x) Gruplar arasi varyansin gruplar
i¢i varyansa orani

Bu arastiricilara gore agiz yolundan gliikoz verilisgin-

de 30-60 dakika ig¢inde maksimum insiilin seviyesi goriilmekte-

dir. 2 saat sonra bu seviye normale diismektedir. Hunter(15)

ise agiz yoluyla gliikkoz veriliginden 60 dakika sonra maksi-

mum seviyeye erigildigini belirtmektedir. Bu aragtiriciya

-24-
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Tablo: 5 Varyans Analizi Semasi

s Sapma Kareleri| Serbestlik (x)
Varyasyon Cinsi S Dorabesi Varyans
III 144 1 144
B v 408 1 408
7]
§ 1 1518 1 1518
s II 2106 1 2106
(=W
5 v 2670 1 2670
VI 280 1 280
II1 616 10 61,6
IV 944 10 94,4
::‘o'n I 749 10 74,9
5‘ II 2779 10 277,9
o
§ v 1493 10 149,3
VI 1598 10 159,8
IIT 760 11
1V 1352 11 ]
I 2267 11
8 II 4885 11
[ |
o
8 v 4163 11
VI 1878 : i

(x) Varyans = sapma kareleri ortalamasi

-25-
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gére 2-3 saat sonra kanda insiilin konsantrasyonu baglangig
seviyesine inmektedir. Insiilin artigi, bagka deyigle insii-
lin cevabi muhtemelen pankreas beta hiicrelerine ulasan yiik-
sek gliikoz konsantrasyonunun bir yansimasindan ibarettir(16)
Agi1z veya damar yoluyla meydana getirilen bu yiikselmelere
farkli cevap veriliginin nedeni tam anlamiyla aydinlanmig
degildir. Sindirim yoluyla verilisinde bu sistem organla-
rinin (duodenum v.b) cidarindan salgilanan bir maddenin &zel-
likle insiilin salgisini artirmasi olasiligi diisiiniilebilir.
Boyle bir madde sekretin, pankreozimin veya gliikagon gibi

bu bhlgade saralan Bir medde plabiliz s orttvld).

Bagil (B) ve serbest (S) insiilinin birbirinden ayril-
masi olayi, radyoimmiin deneylerde en &nemli konulardan biri-
dir. Ayrilma (separasyon) sayesinde bunlarin ayri ayri rad-
yoaktivitelerini Sl¢me olanagi elde edildi. Cegitli peptid
hormonlar igin separasyon metodlarini baglica ii¢ gruba ayir-

mak miimkiindiir: 1 - Inkiibasyon ortamindan serbest hormonu ayi-

.

(19)

ran metotlarda, destranli komiir
ne(1,20) (21)

, anyon degistirici regi-
talk veya silika v.b. maddeler kullanilmaktadir.
2 - lInkiibasyon ortamindan bagli hormonu ayiran metotlardan

¢ift antikor tekniginde(z’a’A’zz)

anti gama globiilin yardi-
miyla 8nce antikor ¢dktiliriiliir sonra antijen élan hormonla
birlegtirilerek kdgit filtrasyonu ya da santrifiijle ayirma
islemi yapilir. 3 - Inkiibasyon ortamindan serbest ve bagli
insiilin molekiillerini ayni zamanda ayiran metotlarda gegitli
elektroforez feknikleri (nigasta jeli, selliiloz asetat,po-
liakrilamid jeli)(23’24), jel filtrasyon(25’26) ileri siiriil-
mektedir. Bundan bagka, tuz presipitasyonu(27) veya organik

solventlerle serbest hormonu bagli olandan ayirma yollarini
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ortaya atan metotlara da literatiirde rastlanmaktadlr(za’zg)

"Bagli ve serbest radyoaktif insiilini ayirmak igin uyguladi-
gimiz yilikselen kagit kromatografi (ascendent paper chroma-
tography) teknigi Stekilerden daha kolay yapilabilen bir
separasyon metodudur. Bagli ﬁurumn olan insiilin, fosfat
tamponlu solvent ile hizla ylirlimekt ir. Serbest durumda

olan ise alt ugta, tatbik yerinde k maktadir.

Otoradyogramla saptandigina gore bagli ve serbest rad-
yoaktivite pikleri yatay kromatografiye nazaran dikeyde da-
ha iyiebir tarzda birbirindan ayr11maktad1r(30). Kagit ge-
ridin alt baglangig¢ ucundan yarisina kadar olan kisim ser—
best insiilini, yarisindan yukari kisim ise bagli insiilini
kapsamaktadir. Bu nedenle kagit serit kromatografik sepa-
rasyon ve kurutma iglemlerinden sonra-tam orta yerinden
kesilmekte bagli ve serbest fraksiyonlar birbirinden ayril-
mis olurlar. Bu iki fraksiyonu tagiyan kagit pargalarinda
radyoaktivite ayri ayri Slciiliip degerlendirilebilir. Kagit
seritler tiip i¢inden g¢ikarilmadan kurutulmak suretiyle, par-
calanmalar ve temas sonucu olabilecek kirlenmeler (contami-

nation)dnlenmis olmaktadir.

Deney ortaminda radyoaktif olan ve olmayan insiilin mo-
lekiillerinin bir kismi inkiibasyon siiresince, gerek serumdan
gelen proteolitik enzimler (plasmin vb.) gerekse bagka et-
kenlerle (1s1, hava, vb.) pargalanabilirler. Bu harabolma
veya denatiirasyon olayini, bagka sOyleyisle, inkiibasyon kay-
bini (damage) bilmek gereklidir. Her bir standart serisi
ve her bir hasta serumu ile beraber ayni gartlarda deneye

sokulan ve iclerine antiinsiilin konmayan "D" igaretli tiipler,
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iste bu inkiibasyon kaybini belirtmektedir. D tiiplerinde
(Tablo: 2) bulunacak olan radyoaktivite degerleri B/S ora-
ninin bilgisayarla yukarda metot bdliiminde g&sterilen iistel

fonksiyon denklemine gdre hesaplanmasinda dikkate alinmig-
tlr(24,27,31)

Oteki insiilin tayin metotlari iginde literatiirde gok

sik rastlanan ¢ift antikor tekniginde(1’2’3’4)

antiinsiilin-
inslilin kompleksi, ikinci bir antikorla (precipitating se-
rum) kobay antigama globiilini ile presipitasyona ugratildik-
tan sonra santrifiij ya da siizmeyle ayrilir. Bu tiir metot-
larda serumlardan gelebilen ve spesifik olmayan maddeler,
antijen—antikor reaksiyonuna ve separasyona inhibitdr ola-
rak etki edebilirler. Bu metotlarin bir baska sakincasi

da, inkiibasyon siiresinde olabilen radyoaktif iyotlu insiilin
denatilirasyonunu dikkate alamayiglaridir. Halbuki, kroma-

tograik(1223,24,26,30)

metotlarda bu denatiirasyon (inkiibas-
yon kaybi) kolayca dikkate alinip belirlenebilmektedir.
Uyguladigimiz yiikselen kagit ﬁromatografi metodunda bu sa-
kincalar Snlenmig olmaktadir. Giinkii bu metotta antiinsiili-
nin &nceden ¢bkeltilmesi ve daha sonra ¢dkeltinin filtras-
yon,ya da santrifiijle ayrilmasi bahis konusu olmayip serbest
insiilin ve bagla insiilinden ibaret olan antijen-antikor komp-
leksinin kromatografik gdgme szelliklerinin farkli olmasin-
dan yararlanilmaktadir. Radyoaktif iyotlu insiilinde inkii-
basyon esnasinda olabilen pargalanma da D" tiiplerindeki
deneylerle saptanmakta ve nihai hesaplamada dikkate alinmak-

tadir.

Not: Bu galismanin yapilmasinda laboratuar olanaklari-
n1 saglayan Kopenhag Bispebjerg hastanesi klinik
biyokimya laboratuarinin basta sayin direktdrii
Prof.P.Lous olmak {izere teknik yardimlarini gdrdii-
glim Dr.Jens Fr.Rehfeld ve Miss Lotte Kastoft'a
tegekkiiri bir borg bilirim.
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